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@ Verfahren zur Bestimmung von Konzentrationsverhaitnissen zweiersich um mindestens ein Nucleotid 
unterscheidender Nucteinsauren und Testkitzur Durchfuhrung des Verfahrens 

@ Verfahren zur Bestimmung von Konzentrationsverhittnis- 
sen zweier sich in der Sequenz um mindestens ein Nucleotid 
unterscheidender Nucteinsauren, die Produtcte einer vorher- 
gehenden spezifischen Nucleinsaurenvermehrung sind, wo- 
bei atle nachfolgenden Oetelctionsschrttte an einer festen 
Phase durchgefiihrt werden, dabei zur Diskriminierung im- 
mobilisierter einzelstrangiger DNA-Fragmente eine einzige, 
nichtradioaictiv markierte, freie oder an der festen Phase 
immobiltsierte DNA-Sonde eingesetzt wird. welche nur einer 
der beiden nachzuwetsenden Nucleinsaure-Einzelstrange 
vollstSndig komplementar ist, wobei nach erfolgter Hybridis- 
ierung ausschlie&lich bei votlstandiger Kompiementaritat ein 
partlelier DNA-Doppelstrang mit einer nur fur eine Nuclein- 
saure spezifischen Rsstriktionsschnittstelle entsteht, welche 
unter Einsatz eines diese Schnittsteile erkennenden Restrik- 
tionsenzyms unter gleichzeitiger Abspaltung eines die Mar- 
kierung tragenden Abschnitts der Sonde bzw. Nucleinsaure 
hydrolysiert wird, wahrend das unvoJIstandig hybrid isierte 
Fragment keinem solchen Restriktionsverdau unterliegt und 
somit die adsorbierta Sondenmarkierung erhatten bteibt 
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Bescfarettmng 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur qualitativen Unterscheklung bzw. Bestimmung von Konzen- 
trationsvcrhaltnissen zweier ahnlicher Nudeinsauren, ein Satt von 4 Oiigonudeotiden* die hierfQr geeignet sind, 
5 ein Testkit, mit dem das erfindungsgemaBc Verfahren durchgcfuhrt werden kann sowie eine Vielzahl von 
Verwendungsmdgltchkeiten des Verfahrcns fur den Nachweis von Inf ektionen sowie zur Messung von Genex- 
pressionea 

Die schnelle Entwicklung roolekuiarbiologischer Techniken besonders in den Ictztcn 10 Jahren gestattet es, 
nahezu jede interessierende Nucleinsaure qualitativ und semiquantitativ zu messen. Vielfach ist es aber notwen- 

10 dig, die Absolutzahl von Kopien einer Nucleinsaure zu kennen, beispielsweise um reproduzierbare Aussagen zur 
Expression tumorassoziierter Gene (z. B. der "Multidnig resistance''-Gene MRP, mdr-1) zu treffen bzw. den 
Therapieerfolg nach immunmodulatorischer Behandlung von Viruserkrankungen (z. R von Infekdonen mit den 
Hepatitis-Viren HBV, HCV sowie den humanen Hochrisiko-Papilloma-Viren derTypen 16 und 18^ eta) beurtci- 
len zu kdnnen. Hierzu werden neben klassischen, meist zeitlich sehr aufwendigen Hybridisierungstechniken (z. E 

15 Northern/Southern Blot) mit zunehmendem Erfolg quandtadve Amplifikadonstecfaniken eingesetzt Diese wei- 
sen um mehrere Zehnerpotenzen hdhere Sensidvit&ten auf, was im Besonderen fur die Detektion seltener 
mRNA-Spezies oder bei iimidert zur Verfiigung stehendem Probenmaterial relevant ist 

Seit ihrer Erstbeschreibung (BECKER-ANDRE et aU NucL Acids Res.; 17: 9437-9446 (1989X WANG et aL 
Proa Nad. Acad ScL USA; 86: 9717-9721 (1989)) wird u. a. die competitive Polymerase Chain Reaction (PCR) 

20 (US-Pat 5213961) fur Quantifizierungs-Reaktionen eingesetzt da diese Methodik trotz ihrer exponentiellen 
Natur zuverl§ssige und reproduzierbare Ergebnisse erbringt Die zu quantifizierende Nucleinsaure (Target- 
DNA) und ein exogen zugesetzter Standard (Competitor) de&iierter IConzentration werden simultan in einem 
PCR*Ansatz unter Nutzung nur eines gemeinsamen Primerpaares amplifiziert Nach erfolgter VervielHUtigung 
kann aus dem KonzentrationsverhSitnis beider synthetisierten Produkte auf die Ausgangskonzentration der 

25 gesuchten Nukleinsiure vor der Amplifizierung geschlossen werden. Dieser Zusammenhang gih allerdings nur, 
wenn Competitor und Target mit gleidier EfSzienz amplifizierbar smd. Dies ist aber nur dann gew&hrleistet, 
wenn ideale, d L im Vergleich zum Target nahezu vollstandig homoioge Competitoren zur VerfQgung stehea 

Technische Schwierigkeiten insbesondere in Hinblick auf den routinediagnostischen Einsatz der Methodik 
bestehen in der Ermittiung des Konzentrationsverhaltnisses zwischen den beiden kompetitiv erzcugten, Compe- 

30 titor- bzw. Target-abgeleiteten PCR-Fragmenten. Dem Fachmann bekannte elektrophoretiscbe und chromato- 
graphische Trennverfahren gekoppelt mit geeigneten Auswertetecfaniken (z. R Densitometries automatische 
Auswertung von HPLC-Chromatogrammen) setzen aber ausreichende Differenzierbarkeit beider Fragmente 
voraus. Dies ist allerdings nur mdglidt wenn ungQnstige, in der Linge variierende und somit nur partiell 
homolge Competitoren verwendet werdea Ein weiterer Nachteil besteht darin, da8 elektrophoretiscbe und 

35 chromatographische Verfahren in der Regel manuell und apparatetechnisch sehr aufwendig, teuer, schlecht 
automatisierbar sind und somit nur geringen Probendurchsatz erm5glichea 

Wesentliche Fortschritte bei der Detektion competitiv amplifizierter DNA-Fragmente konnten mit einem 
immunologischen MeBverfahren unter Kutzung einer festen, mit einem Fangreagenz ausgestatteten Phase 
erreicht werdea Diese Technik wird in der Fachliteratur als PCR-ELISA (Enzyme-Linked Inununosorbent 

40 Assay. ALARD et aL BioTechniques; 15: 730—737 (1993X LEAR et aU BioTecfaniques; 18: 78-80, 82—83 (1995)) 
Oder ELOSA (Enzynie-Linked Oligonucleotide Sorbent Assay, ADLER et aL, DuPont Biotech Update; 7: 13—15 

(1992) , KOHLER et aU Quantitation of mRNA by polymerase chain reaction — Nonradioactive PCR methods. 
Springer- Verlag, Heidelberg (1995)) bezeichnet und ist u. a. Gegenstand der Patente DE 41 29 653, DE 44 34 093, 
DE 42 34 086 und DE 42 12 555. Zunadist werden mariderte Target- und Competitor PCR-Produkte hergestellt, 

45 die unter Einsatz eines am 5'-Ende entweder Biotin-markierten (JALAVA et aL, BioTechmques; 15: 134—139 
(1993X ALARD et aL BioTechmques; 15: 730-737 (1993X SANGIUOLO et aL, Int J. Clin. Lab. Res.; 24: 223-226 
(1994)) Oder amidierten Primers (KOHSAKA et aL, NucL Adds Res.; 21:3469-3472 (1993)) sowie einem 
zugehdrigen unmarkierten Primer synthetisiert werdea Die Produkte werden in einem nachsten Schritt mit 
boher Affinitat an eine feste Phase, z. B. mit Strepavidin-beschichteten bzw. carboxylierten Mikrotiterplatten, 

50 adsorbiert Nachfolgend wird mittels alkalischer Denaturienmg der jeweOs komplementSre, nicht fiber das 
Hapten adsorbierte (d. h. der nichtmariderte) DNA-Schwestemstrang entfemt Zwischen Target-DNA und 
Competitor-Fragmenten wird nachfolgend in der Regel unterschieden, indem separat zwei fOr das jeweilige 
Fragment spezifisdie, nichtradioaktiv markierte DNA-Sonden eingesetzt werden, die an die entsprechend 
kompiementaren DNA-Zielstrangbcreiche binden. Als Sondenmariderung werden hiufig die Haptene Digoxi- 

55 genin (ALARD et aL BioTechmques; 15:730-737 (1993X KOHSAKA et aL, NucL Acids Res.; 21:3469—3472 

(1993) X Fhiorescein (ADLER et aL. DuPont Biotech Update; 7: 13-15 (1992)) oder eine Dinitrophenyl-Gruppe 
(LEHTOVAARA et aL, J. BioL Chcm.; 269: 13337-13345 (1993)) eingesetzt Altemativ kann auch die Sonde 
kovalent an die Mikrotiterplatte gekoppelt sein (SOLMET et aL, BioTechmques; 19:792-796 (1995)) so daB 
zuvor denaturierte, d. h. einzebtrangige PCR-Produkte aus dem Reaktionsansatz seiektiv "herausgefischt" wer- 

60 den kSnnen. In diesem Fail wird nicht die Sonde, sondem das PCR-Produkt mit dem nachzuweisenden Hapten 
markiert Die Detektion der DNA-Hybride erfolgt vorzugsweise uber die Btndung von speziflschen, gegen das 
Hapten gerichteten Antikflrpem, die mit einem Nachweisenzym (z. B. Alkalische Phosphatase. Peroxidase) 
konjugiert sind und somit eine der adsorbierten DNA-Menge proportionale Farbreaktion katalysieren kdnnen 
(colorimetrische Detektion^ 

65 Alle oben beschriebenen Verfahren weisen aber einen gemeinsamen Nachteil auf: die vom Standard bzw. von 
der 21iel-DNA abstammenden PCR- Fragmente mOssen sich mehr oder weniger deutlich in der L&nge und/oder 
der Basensequenz unterscheiden, was im Widerspruch zum wimschgemSBen Einsatz optimal homologer Stan- 
dards in der competitiven PCR steht Sind hingegen die zu unterscheidenden DNA-Molekflle in LJtagc und 



2 



DE 196 24 562 Al 



Sequenz weitgehend identisch, ist die differendelle Detektion dann sehr problematisch. Auf differendeOer 
Hybridisiening basierende Verfahrea sind aur eingeschr&nkt rndgiich und zudem sehr aufwendig und stdranfal- 
lig. Eine Ldsung stellt das in DE 41 29 653 bescfariebene Verfahren dar, das es gestattet, z. E allele NudeinsSuren, 
die sich lediglicfa in einer Punktmuudon unterscheiden, nachzuweisea Dies gelingt, indem zwei Fragment-spezi- 
fiscbe kompiement^e Oligonucieoddsonden eingesetzt werden, die nach Anlagerung an die Ziel-Sequenz eine 5 
Basenfeblpaarung (Mismatch) z. E am 3'-Ende aufweisen. Die entstandenen Hybride mOssen dann jedoch einer 
unvorteilhaftea zweiten enzymadschen Verlangenmgsreakdon unterworfen werden, wodurch nur im Falle 
korrekter Hybridisierung unterschiedlich lange Verlangerungsprodukte cntstehen die beispielsweise unter- 
schiedlich detekderbare Gruppen endialtea Ein anderes Verfahren (HAHN et aU AnaL Biochem; 229: 236—248 
(1995)) macht sich die hohe SpezifiUt von Restrikdonsenzymen fur Erkennung und zielgerichtetes Schneiden lo 
knrzer, beispielsweise durch gezielte Mutadon entstandener Erkennungssequenzen fOr die I>ifferenzierung 
zwischen weitgehend homoiogen DNA-Fragmenten zunutze. Hierbei werden in einem 'single-tube nested PGR* 
Assay Target-DNA und ein nur um zwei Punktmutadonen unterschiedlicher Compedtor simultan ampliHziert 
Das "nested* PGR Prcxlukt wird durch Einsatz eines Biotin- sowie eines DIG- Primers doppelt markiert, Qber 
Strepavidin an Mikrodterplatten-Kavitaten adsorbiert und dann vorteilhaft unter Einsparung der Denaturie- 15 
rungs- und Hybridisienmgsschritte mittels and-DIG-Antikdrpem colorimetrisch detektiert Mittels einer der 
eigentlichen Detektion vorgelagerten sog. "Selekdve Restriction Enzyme Digestion (RED)" unter Einsatz zweier 
verschiedener, produktspezifisch eingesetzter Restriktiosenzyme wird cine Unterscheidung zwischen Comped- 
tor- und Target-Produkten ermoglicht NachteUe diesc Verfahrens sind der bei einer "nested PGR" notwendige 
doppelte Pipettieraufwand. damit verbunden hdhe Kosten fQr Verbrauchsmaterial sowie das Fehlen eines 20 
spezifischen Hybridisierungsschrittes zur zweifelsfreien Identifizierung spezifisch hergestellter Amplifikations- 
produkte. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein einfacheres Verfahren zur Bestimmung von Konzentrations- 
verhaltnissen zweier ahniicher Nucleinsauren bereitzustellen, welches den Bedurfnissen von Routinediagnostik- 
labors besser gerecht wird. 2S 

Gegenstand der Erfindung ist daher ein Verfahren zum qualitativen und quandtadven Nacfaweis homologer 
Nucleinsauren, welches mindestens folgende Teilschritte enthalt 



— gleichzeidge Adsorption der nachzuweisenden ahnlichen Nucleinsauren an eine feste Phase 

— Abldsen der komplementaren Schwestemstrange unter alkalischen Bedingungen mit dem 2^el, einzel- 30 
strangige Nucleinsauren zu gewinnen 

— Hybridisierung vorzugsweise einer selektiv bindenden, nichtradioaktiv markierten, einzelstr^gigen 
DNA-Sonde, die an beide nachzuweisenden Einzelstrang-DNA-Fragmente spezifisch bindet, aber nur zu 
einem Fragment voilstindig komplementar i$t» m dessen Folge eine Fragment-spezifische Erkennungsse- 
quenz fOr ein bekanntes Restrikdonsenzym entsteht 35 

— Restrikdonsverdau gekoppelt mit der selekthren Abspaltung der Sondenmarkierung 

— Nachweis der an der Festphase adsorbierten Markierung entweder vor/nach Verdau vorzugsweise 
gekoppelt nut Fiuoreszenzmessung bzw. ohne/nach Verdau vorzugsweise gekoppelt mit oolorimetrischer 
Detektion 

40 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung smd ein Satz von Oligonucleodden, em Testkit und mehrere Verwen- 
dungsmdglichkeiten des Verfahrens. 

Eine weitere Aufgabe der Erfindung besteht darin, eine Reihe von Stdrfaktoren bei der routinemafiigen 
Anwendung qualitadver und quandtadver DNA-Detekdonstechniken auszuschalten. Diese bestehen vor allem 
im Auftreten von Amplifikadonsartefakten, storender Heteroduplex-Bildung zwischen ahnlichen Nucleinsauren 45 
sowie in unerwunschter Produktkontaminadon (sogenanntes "carry-over^ 

Ahnliche Nucleinsauren im Sinne der Erfindung sind Nucleinsauren, deren Nucleoddsequenzen im wesentli- 
chen identisch sind, die jedoch an mindestens einer Position der Nucleoddsequenz einen 
Unterschied aufweisen. Vorzugsweise sind die Unterschiede auf maximal 100 Nucleotide begrenzL Die Unter- 
schiede konnen mit Ausnahme der termlnalen Primerbindungsstellen und in Abhangigkeit von der Schaffung 50 
einer erfindungsgemaB erforderlichen Erkennungssequenz fur ein bekanntes Restrikdonsenzym jedes denkbare 
Nucleodd oder Gruppen benachbarter Nucleotide in der homoiogen Sequenz betreffea Bevorzugt sind die zu 
unterscheidenden ahnlichen Nucleinsauren Produkte einer vorgeschalteten spezifischen oder unspezifischen 
Nudeinsaurevermehnmg (EP-A-0329822. EP-A-023736i EP-A-0201 184, EP-A-0320308, WO-88/10315X wobei 
die Nucleinsauren auch durch Klonierung oder in-vivo-Vermehrung entstanden sein kdnnen. 55 

Die nachfolgend beschriebene Erfindung stellt ein molekularbiologisches Verfahren dar, das zur qualitativen 
und quantitativen Messung kleinster Mengen sequenzverschiedener Nuclemsauren (z. B. competitiv amplifizier- 
te Vlrus-Partikel bzw. zellulare mRNA, mutierte Abschnitte genomischer DNA, allele Gene oder Genprodukte 
eta) bevorzugt nach vorhergehender Amplifizierung geeignet ist Bei dem erfindungsgem&fien Verfahren han- 
delt es sich um eine spezielle Ausfuhrungsform des sogenaimten Hybridisierungstests, der in seinen Grundziigen so 
dem Fachmann auf dem Gebiet der Nucleinsaurediagnostik bekannt ist Das erfindungsgemaBe Verfahren stellt 
eine weiterentwickelte Kombination von immunologisdiem Nachweis (PCR-ELISA) und selektivem Restrik- 
tionsenzym- Verdau dar. Mit Ausnahme der vorgeschalteten enzymatiscfaen Amplifizierung kdnnen aOe Schritte 
in einem Reaktionsraum (z. E in den Kavitaten handelsublicher, beschicfateter Mikrodter-Platten) durchgefOhrt 
werden. ^ 

Bevorzugt werden alle mittels spezifischer Nucleinsaurevermehrung (z. B. PGR) synthedsierten DNA-Frag- 
mente (Gompedtoren und alle anfallenden PGR-Produkte) in ihrer Nucleoddsequenz abweichend von der 
nativen Sequenz derart verandcrt daB aUe physiologischen Desoxy-Thymidin (dT)-Nucleotide komplett durch 
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nicht-pbysiologisch vorkommende Desoxy*UracO (dU)-Nadeotide ersetzt werden. Dieser Austausch gestattet 
es, mitteis des Enzyms UracO-DNA Glycosylase (UDG) m emem der Nucleinsiurevennehrung vorgelagerten 
Schritt ProduktlcontaminatioD wirkungsvoU zu unterdrQclcea. 
Die vorliegcnde Erfindung betrifft ein Verfahrcn, das unter Verwendung nur einer selektiven DNA-Sonde zur 
5 Bestimmung von Konzentradonsverhaltnissen zweier ahnlicher, aber deudich in der Lflnge differierender DNA* 
Fraginente (Analytnucleinsauren) eingesetzt werden kann (Abb. \y In einer bevorzugten Form der Ausfuhrung 
kann mit dem erftodungsgemaBen Verfahren auch qualitativ und quandtadv zwischen Sbniichen Nucleiosftiiren 
idendscher Unge aber einer in mindestens einem Nudeotid unterschiedUcfaen Sequenz unterschieden werden 
(Abb. 2). ErfindungsgemaB sind alle durchzufOhrenden Verfahrensschritte in ihrem Grtmdablauf idendsch. Un- 
to terschiede bestehen je nach Anwendungsproblem hinsk;hdicb der Struktur der eingesetzten Compedtoren 
sowieder jeweils zugehdrigen DNA-Sondea 

Zur DurchfOhrung des erfindungsgeni&Ben Verfahrens werden die zu untersdieidenden Nucleinsfluren an 
einer akdven, f esten Phase adsorbiert Hierzu wird bevorzugt das Bindepaar Biodn (HaptenyStreptavidin (f este 
Phase) eingesetzt Bevorzugt erfolgt die Adsorption Biodn-mariderter Nudeinsduren an Streptavidin-besdiidi- 
15 tete Mikrotiterplatten (Abb. 1, 2; Schritt IX 

Die zu analysierenden Nudeinsauren werden foereits wihrend der Vermehrung in AbhSUigigkeit von der 
gew&hlten f esten Phase mit einer zur Immobiiisienmg an die I^iase beffthigten Gruppe markiert und nadifol- 
gend Qber diese Gruppe an der festen Matrix adsorbiert Nadi Entfemen des nicht direkt immobilisierten, 
komplement^en DNA-Stranges mitteis dem Fadimann bekannter, vorzugsweise alkalisdier Denaturienmg 
20 (Abb* 1, 2; Schritt 2) erfolgt die Anhybridisierung einer erfindungsgemSB spezieU konstruierten, an bdde Frag* 
mente spezifisch bindenden, vorzugsweise am 5'-Ende marlderten, einzelstrSngigen DNA-Sonde (Abb. 1, 2; 
Schritt 3% welche ein synthetisches, der Zielsequenz komplementdres Oligonudeotid mit einer bevorzugten 
Lfinge von 20—50 Nudeodden darstelit Eine Markierung im Sinne der vorliegenden Er&idung besteht aus 
mindestens einer direkt oder indirekt nachweisbaren Gruppe. Direkt nachweisbare Gruppen sind beispielsweise 
25 fluoresziercnde, farbige; Chemiluraineszenz und Elektrochemilumineszenz verraittelnde Gruppea Indirekt 
nachweisbare Gruppen sind immunologisch oder enzymatisch wirksame Verbindungen, wie Z.B. Haptene, 
Andgenc und Antikorper. Besonders bevorzugt sind nucleodd-gekoppelte» physiologisch nicht in der zu analy- 
sierenden Probe vorkommende Haptene, wie beispielsweise Digoxigenin oder Fluorescein- Die zur Unterschei- 
dung ahnlichcr Nudeinsauren geeignete Sonde ist in ihrer Nucleotidsequenz speziell den jeweils nadizuweben- 
30 den und zu unterscheidenden Nudeinsauren angepaBt, weist aber strukturell einige prinzipielle Eigenschaften 
auf: sie ist befihigt spezifisch an beide zu unterscheidende DNA-Einzelstr^e zu binden» jedoch zu 100% nur 
an eine von beiden Analytnudeinsiuren. 

In der vorwiegend quandtativen AusfQhrungsvariante 1 bindet die Sonde am kflrzeren der beiden zu unter- 
scheidenden StrSnge (Abb. 1 : vom semi-homologen Competitor abgelehetes Fragment, siehe auch Beispid 1) zu 
35 mindestens 50% ihrer Sequenz (3BX wahrend dieselbe Sonde am langeren Strang vollstindig anhybricfisiert und 
nur in diesem Fail eine verfahrensgemaB zur Unterscheklung notwendige Restriktionsschnittstelle entsteht 
(Abb.l.3A). 

In der besonders bevorzugten qualitativ und quantitativ einsetzbaren Ausf&hrungsvariante 2 (Abb. 2 und 3; 
Beispiel 2 und 3) bindet die erfindungsgemSBe DNA-Sonde wiederum spezif^^ an beide zu unterscheidendeiv 

40 jedoch in diesem Fall gleicb langen aber sich sequenziell um mindestens ein Nudeotid unterscheidenden 
Nucleins&urea Die Hybridisierung der Sonde an beide Fragmente erfolgt in diesem Fall jedoch aber die 
gesamte Sondeniange (Abb. 2. 3A+C). VoUstandige Hybridisierung erfolgt aber wieder nur an einen der zu 
unterscheidenden DNA-Einzelstrange (Abb. 2, 3A). Der infolge Sondenhybridisierung hervorgegangene, durch 
vollstandige Komplementaritit gekennzeichnete» doppelstrangige DNA-Abschnitt weist nunmehr eine zur 

45 Unterscheklung genutzte Restriktionsschnittstelle auf. Diese ResnrikdonsschnittsteOe enth31t in der Erken- 
nungssequenz vorzugsweise G- und C-Nudeotide. 

Die AusfOhnmgsvariante 3 (Abb. 3, Beispiel 3) dient vorzugsweise der quaiitativen Unterscheidung von 
ahnlichen Nudeinsauren, die in bevorzugter Weise Produkte spezifisch verviel^tigter genomisdier DNA-Ab- 
schnitte sind und sich in ihrer Sequenz um mindestens ein Nudeotid unterschekien. Hierbd sind beispielsweise 

50 Abschnitte von m der Sequenz variierenden AUelen eines Struktui^ens gemeint, die sich um ein oder mehrere 
bekannte, drtlich abgegrenzte Mutationen unterschekien. Erfordert die durchzufuhrende Analyse die Unter- 
scheidung zwischen mehreren riumlich abgegrenzten Mutationen in der ampiifizierten Analytnucleins&ure; ist 
die Anzahl der erforderlichen DNA-Sonden abhangig von der Entfemung der zu detektierenden Basenverande- 
rungen sowie der Anzahl der zu unterscheidenden Mutationen (Abb. 3). 

55 Die dem spezifischen Hybridisierungsschritt nachfolgenden Schritte sind wieder alien bescfariebenen AusfOh- 
rungsvarianten gemeimam. Nur die im Falle vollstandiger (100% iger) Sondenbindung erzeugten kurzen dop- 
pelstringigen DNA-Abschnitte werden von einem erfindungsgcmaB durch die generierte Restriktionsschnitt- 
stelle determiniertem Restriktionsenzym selektiv direkt an der festen Phase geschnittcn (Abb. 1, 2; Schritt 4). 
Der mariderte Tcil der Sonde (Abb. 1 —3, "•'^ wird folgUch abgespalten und durch einen nachfolgenden Wasch- 

60 schritt entferat 

Im Gegensatz dazu bindet die DNA-Sonde an die vom jeweils anderen zu untersdieidenden Fragment 
stammenden DNA-EinzelstrSnge nur unvollstindig. Das eingesetzte Restriktionsenzym kann m diesem Fall 
nidit schneiden, so daB die Sondenmarkierung weiterhm an der festen Matrix gebunden bleibt (Abb. 1: Schritt 
3B, Abb. 2; Schritt 3C). 

65 Nachfdgend wird die Matrix-immobilisierte, der adsorbierten Produktmenge proportionale Sonden-Maride- 
rung vor bzw. ohne und nach Restriktionsverdau gemessen. Die Messung erfolgt besonders bevorzugt direkt* 
indem die nachzuweisende Gruppe beispielsweise anhand ihrer Fluoreszenz nach entsprechender Anregung 
gemessen wird. 
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In etner weiteren bevorzugten Form der Ausgestaltung erfolgt die Messung indirekt nadi Einsatz sekundArer, 
spezifischer, enzymkoajugierter Antikdrper gegen die Sondenmariderung (Abb. 1, 2; Schritt 5\ gekoppelt mit 
einer nachfolgenden Farbreaktion und Messung der resuitiereoden Extrnkdoo. Das Verhiitnis zwischea quanti- 
tativ zu unterscheidendea Nucleinsluren, beispielsweise Competitor* imd Target- DNA abgeleiteten Produkten, 
wird dami einfach berechnet, indem die Differenz der Extinktionen ohne vorhergehenden Restriktionsenzym- 
Verdau (entspricht Gesamtmenge der Festphasen-adsorbierten DNA-Sonde) und nach selektivem Verdau 
(entspricht Menge des Fragments mit inkompletter Sondenfaybridisienrng) ennittelt und zur Ratio-Beredmung 
herangezogen wird. 

Im Falle quaiitativ zu untcrscheidender, beispielsweise alleler, von beiden Htem-Chromosomen stammender 
AnalymucleinsSuren (Ausfuhrungsbeispiel 3, Tabelle 1) richtet sich die Hdhe des meBbaren Signals nach der 
sogenannten Gendosis: bindet die zur Unterscheidung eingesetzte DNA-Sonde beispielsweise unvoUstandig an 
das Amplifikationsprodukt von Allel 1 und voUst&ndig an Allel 2-Produkt wird ein maximales Signal im Assay 
dann gemessen, wenn das Allel 1 homozygot vorlicgt Ein halb-maximales Signal ist meBbar, wenn beide Allele 
heterozygot vorliegenden, wahrend ein mini males Signal fOr das homozygote Vorliegen von Allel 2 spricht 

Die beschriebene Erfindung weist im Veigleich zu alien bekannten Techniken folgende Vorteile auf: 

1. Verbesserte Automatisierbarkeit: Aile nach der eiiunaligen Amplifizierung folgenden Schritte einschlieB- 
lich Restriktionsverdau werden nur noch in einem Reakdonskommpartiment durchgefuhrt Die Detekdons- 
ablauf wird vereinfacht da nur noch einTyp von DNA-Sonde benddgt wird. 

2. Das Verfahren involviert einen zur zweifelsfreien Amplifikadonsprodukt-Identifikadon vom deutschen 
Gesetzgeber per DIN-Norm 58967-60 vorgeschriebenen spezifischen Hybridisierungsschria Es ist deshalb 
nach ausreichender Testung und Optimierung fOr klinisch-chemlsche Diagnostik einsetzbar. 

3. Der durcfa die Sondenhybridisierung hervorgegangene kurze doppelstrSngige DNA-Abscfanitt weist erst 
infolge Sondenbmdung eine Fragment-spezifische Restrikdonsschnittstelle auf. Erfolgter Restriktionsver- 
dau ist somit ein weiterer Nachweis fur die SpeziHt^t der zu unterscheidenden Nudeinslurea 

4. Im Falle quantitativer Unterscheidung beispielsweise durch competitive PGR erzeugter DNA-Fragmente 
kann durch gezielte Mutation des jeweils eingesetzten Competitors und Design der entsprechend zugehori- 
gen Sonde prinzipiell jedes Restriktionsenzym zur selektiven Differenzierung zwischen ahnlichen DNA- 
Fragmenten nutzbar gemacht werden, vorausgesetzt, das gew^te Enzym weist keine Fremdaktivitit 
auf(un5pezinsches Schneiden bei EnzymQberschufi) und schneidet keine DNA-Einzelstrange. Somit kdnnen 
von den geeigneten Enzymen immer die preisgfinstigsten (z. B. Hha I, Hind III) gewihlt werden. Im Falle 
direkter Messung der Fluoreszenz werden pro Doppelbestimmung im Idealfall nur 2 Kavit^ten einer 
Mikrotiterplatte benddgt (im Vergleich hierzu benddgt der quantitative Amplicor HCV- und HIV Monitor 
Test Kit Fa. Roche Diagnostica, 8 Kavitaten pro Einfacfa-Bestimmung!). 

5. Heteroduplex-Strange stellen keine Fehlerquelle mehr dar, da diese genauso wie die korrekt gepaarten 
Strange Qber ihre Biotin-Gruppe adsorbiert und als EinzelstrSnge detektiert werden. 

6. Durch konsequenten Ersatz aiier <rr- durch dU-Nudeotide in alien Amplifikationsprxxlukten und wenn 
erfcrderlicfa auch Competitoren ist maximaler Kontaminationsschutz durch einen der Probenvervielfllti- 
gung vorgeschalteten Uracil-DNA Glycosylase (UDG) Schritt mdglich. Die Erkennungssequenz des ge- 
wihlten Restriktionsenzyms sollte dann bevorzugt aus G- und C-Nuc!eotiden bestehen. 

7. Im Falle colorimetrischer Detektion ist eine einfache geratetechnische Labor-Standardausrustung (einfa- 
cher Microtiterplatten-Reader, SchQttel-Thermostat) ausrerchend. Auf die teure Anschaffung von Spezial- 
analyse-Geriten (z. B. HPLC, Video-Densitometer) kann verzichtet werden. 

Abb. 1 zeigt in theoretischer Form die vorwiegend quantitative AusfGhrungsvariante 1, wobei zwischen zwei 
semi-homobgen, langenverschiedenen, competitiv ampiifizierten AnalytnucleinsSuren unterschieden wird. 

Abb. 2 zeigt in theoretischer Form die besonders bevorzugte, quaiitativ und quantitativ einsetzbare AusfOh- 
rungsvariante 2, die eine Unterscheidung zwischen gleich langen, sich aber in der Sequenz um mindestens ein 
Nucleotid unterscheidenden Nucieinsauren ermogiichL 

Abb. 3 zeigt den theoretischen Ansatz zur Isotypisierung der humanen ApoE-Allele 2, 3 und 4 mit Hilfe des 
erfmdungsgemlBen Verf ahrens (qualitative AusfOhrungsvariante 2). 

Abb, 4 zeigt am Beispiel der Quantifizierung von MRP-mRNA in der cytostatika-resistenten Zellinie CCRF 
ADR 5000 (AusfOhrungsvariante 1, Beispiel 1) den Vergleich von Ergebnissen, die experimenteD mit dem 
crfindungsgemfiBen Verfahren sowic mittcb Hochdruck-FlGssigchromatographie (HPIX) erzielt wuidea 

Abb. 5 zeigt am Beispiel Quantifizierung einer humanen single-copy Gen-Sequenz des Prothrombin-Gens zur 
molekularbiologischen Bestimmung kleiner Zellzahlen (Ausfuhrungsvariante 2, Beispiel 2) eine experimentell 
durchgefuhrte competitive Titrationsanalyse. 

Abb. 6 zeigt die Reproduzierbarkeit quantitativer Ergebnisse. die mit dem erfindungsgemiBen Verfahren am 
Beispiel Analyse der in Abb. 5 dargestellten Titrationswerte erzielt wurden. 

Die folgenden Beispiele dienen der Verdeutlichung der Erfindung. 

Beispiel 1 

Quantitatives PCR-ELISA zur Messung von "Multidrug resistance-associated protein (MRP)* mRNA 

Probenvorbereitung 

Zur DurchfOfarung des er&dungsgemaBen Nachweisverfahrens muB die nachzuweisende mRNA in fOr 
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m-vitro-Reaktionen geeigneter Form voriiegen. Dazu wird die zu untemichende Probe auf bekannte Weise 
aufgeschlosseo, die mRNA oderTotal-RNA isoliert und mittels reverser Transcriptase in cONA umgeschriebea 

ErflndungsgemlBe Amplifikation mittels Compedtiver PGR 

Pro50-^i-Ansatz: 

— 100ng(+)PrimerMRP3-Biotin 

— 100 ng(-) Primer MRP4 

— 2 jU katibriertes Competitor-Fragment (1-1462 x 10"^^ mol) 

— 8 dNTP-Mix (Promega, Pharmada): 123 \il dATP, dCTP, dGTP, dUTP einer 100 mmoI/1 Stock-L6- 
stmg, verdQnnt auf 1000 ^i mit H2O 

— 5 jU PCR-Puffcr, 10 x cone. (Perkin-Elmcr): 100 mmol/l Tris/HCI. 500 mmol/1 KCI, 15 mmoI/1 MgOz 
Oj01% (w/v) Gelatine; autokiaviert:pH&3(25*'Q 

— 0^ U Uracfl DN A-Glycosyiase (Boehringer, Mannheim) 

— 50 ng revers transcribierte RNA 

— 1^ U AmpliTaq Polymerase (Perldn-Eimer) 

— Amplifikationsprogramm (G«neAmp 9600-Thermocycler (Perkm-Elmer)): 
Initiale Inktibation 15 min, 37^ C 

Denaturierung 10 min,94''C; Halten bei 72^C (an dieser Stelle Zugabe von Competitor und Polymerase!) 
35 Zyklen (30 sec 94»C 30 sec 53"C; 1 min 72*6) 
Fmale Elongation 10 min, 72*C 

— L&nge des amplifizierten Targct-Fragmentes: 344 Basenpaare, Lange des ampiifizierten Competitor- 
Fragmentes: 256 Basenpaare. 

Materiaiien 

— Mikrotiterplatten, Streptavidin-beschichtet (z. B. Nunc Maxisorp) 

— Sonde: MRPS5, 5' FTTC-markiert 100% Hybridisierung am Target-Amplifikationsprodukt Hybridisie- 
rung Qber 19 bp am Competitor-Amplifikationsprodukt 

— Schflttelinkubator fOr Mikrotiterplatten(3r*C) 

— Denley Well-Wash Mikrotiterplattenwascher 

— Anthos2001-Mikrotiterplattenreader. 

AmpUHkatvorbehandlung 

Verdannungspuffer: PBS/0. 1 % Tween 20 (1 mmol/1 NaH2P04. 14 mmol/I NaaHP04. 140 mmol/1 NaQ; pH 7.4, 
ai%(v/v)Tween20) 

— PCR- Ansatze 1 : 2000 mit PBS/0. 1 % Tween verdOnnen. 

Amplifikatimmobilisierung (Abb. 1 Schritt 1) 
Wascbpuffer: PBS/1% Tween 20; pH 7.4 

— 100 |xl verdOnntes Amplifikat pro Kavit&t 1 Std. bei 37'*C immobilisieren. 

— 3 X mit je 300 ^I Wascbpuffer (PBS/1% Tween 20) waschen. 

Blocken der Kavit&ten 

BlocklCsung: PBS/2% Tween 20 

— Kavitaten 30 min mit jeweils 200 ^1 PBS/2% Tween 20 bei Raumtemperatur blocken. 

— 3 X mit je 300 (il Wascfapuff er (PBS/1 % Tween 20) waschen. 

Alkalische Denaturierung (Abb. 1 Schritt 2) 
Denaturierungsldsung: ai mol/1 NaOH/ 03 mol/1 NaCl 

— mit jeweils 100 ^l Denaturierungsldsung 10 min bei Raumtemperatur denaturieren. 
-3 X mit je 300 jilWaschpuffer (PBS/1% Tween 20) waschen. 

Hybridisierung (Abb. 1 Schritt 3) 

Hybridisierungsldsung: 1 x SSPE (150 mmol/1 Nad. 83 mmol/1 Na2HP04, 2 mmol/1 EDTA; pH 7.4X 0l25% 
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(v/v) Dextransulfat Sonde: (X15 pmol pro (Cavit&t 

- pro Kavitat 100 ^1 Hybridisierungidsung (ai5 pmol Sonde entbahcnd) pipetticren 

- 1 Std bei 37' C unter leichtem SchQtteln (75 rpm) im SchQttdinkubator inkubieren. 

- 3 X mitjeSOOjil Waschpuffer(PBS/l%Tween20)waschen 5 
Restriktionsvcrdau mit Hha I sclektives Schneidcn der amplifmcrten Target-DNA (Abb. 1 Schritt 4) 

Restriktionspuffer(10 x cona): 100 nimol/lTris-accm;pH 7^,100 nimoI/lMg-acetat. 500 mra^^ 

- 100 Restrikrionspuffer, supplementiert mit 4 U Hha I (PhannadaX in jede Kavitat pipetticren 

- Inkubation I -3 Std. bei 37''C im SchQttelinkubator 

-3 X niitje300nlWaschpuffer(PBS/l%Tween20)waschcn 

Detektion mit anti-FTTC-POD Konjugaten Fab-Fragmente (Bochringer Mannheim) (Abb, 1 Schritt 5) i5 

- Antik6rper(150U/ml) 1 : 4000 mit PBS/0. l%Tween20 verdQnnen 

- Inkubation mit 100 pi verdQnntem Antikdrper pro well fiir 15 min bei 37'*C 

- 3 X mit je 300 Waschpuffer (PBS/l % Twecn 20) wascfaea 

20 

Kolorimetrische Detektion mit Tctramethylbenadin (TMB) 
— Losung A: 15 mmol/l TMB in Dimethylformamid (DMFA) 

- L6sung B: Citrat-Puffer: 8.4 g Stronensaure (8 i> g Qtrat x H2O) ad 160 ml H2O. mit 4N KOH auf pH 4S> 25 
einsteUen,auf200mlauffuUen,200fiIH2O2ZUgeben . , kt « ./x , «-« ^ 

" Stoppl6sung:025 mol/1 H2SO4, 85 mol/1 Eisessig{4^6 ml Eisessig nut 1 N H2SO4 ad 10 ml auffuUen) 

- kurz vor Farbeschritt 1 Teil Losung A und 9 TeUe Losung B mischen (4875 jil L6sung A und 43875 \d 
L6sungBausreichendfur4 x 8er-Strips) 

- 1 00 nl Farbelosung pro well ca. 15 min Farbstoffbildung im Dunkehi abwarten 30 

- mit 100 )d Stoppl6sung abbrechen und bei 450(405) nm messen. 

In Abb. 4 werden die mit dem erfindungsgemaBen Verfahren eradelten Ergebnisse mit den mittcis Hochdrudc- 
Fiassigchromatographie(HPLQcrhaltenenWertenverglichea y,v,-». /^v 

100 ng Aliquote einer revers transkribierten Total-RNA wurden hierzu simultan mit (1)1462. (2) 146^ (3) 73.1,(4) 35 
:293.(5)U£.(S)9J f7) 5A (8) 25, (9) 15,(10) 1 zmol Competitor (1 rmol - 1 x 10.21 mol) pro Ansatzamphfiziert 
le 20ul der PCR-Ansatze wurden uber eine TSK DEAE-NPR Saule mit DEAE-NPR Vorsauie CTosoHaas 
Gmbli Stuttgart) unter Nutzung eines HPLOSystems flasco Ubor und Datentechnik GmbH, Gross-Umstadt) 
aufgetrennt. die Peaks wurden integriert und die Daten zur Bcrechnung der jewciligen Produkt-IUttos emge- 
sctrt Zur Durchffihrung des erfindungsgemaBen PCR-EUSAs wurden die Ansatze m 1 : 2000 vcrdunnter Form 40 
eingesetzt Insertierte AbbUdung: konventioneUe Agarosegel-EIektrophoresc von je 10 ^I compeduv ampUfi- 
rierterMRP-cDNA (344 bp) und MRP-Competitor (256 bpXBandenEthidhimbromid-gearbtM « Marker(100 
bp-Leiter) Die hierbei erhaltenen und dargestellten PCR-EUSA Wertc steilen Mittelwerte aus zwei unabhangi- 
gen Experimenten ± Standardabweichung (SX).) dar, Wie aus der Abbikiung wciterhin ersichtiich 1st. kdnnen 
mit beiden Metiioden prinzipiell gleiche Resultate (d h. Sdmittpunkt mit der y = 0 Geraden, der die mitiale 45 
Konzentration des zu messenden Targets darstelit) eraielt werdea 
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SequenzprotokoUe 



Primer MRP3 

Sequcazlinge: 
Art der Sequenr 
Strangfonn: 
Tqwiogic: 
Position: 



20 Basen 

DcsoxjTibonucIeodd 

Elozdstrazig 

linear 

751-770 [Scieace25.8, 1650-1654(1992)] 



5'-B10TlN GCT.CGT.CTT.GTC.CTG.rrr.CT 3' 



Primer MRP4 

Seqaenzlasge: 
Art der Sequenz: 
StrangfuiiiK 
Tqpolpgie: 
Position: 



20] 

Desos^nribQnudcGfdd 

HinTglstauag 

linear 

1071-1090 [Science 258, 1650-1654 (1992)] 



5' CTCCACCTCCrCATr.CGCAT 



3* 



Mutationspiimer MRP5 zur HcrsteUui^ des Can?)ctitor-DNA Fragments gcmeinsam mit (+)-Piimer 
MRP3 



SequenzlSnge: 
Alt der Sequenr 
Strangj&im: 
Topologie: 
Position: 



40 Basen 

Desoxyribonadeotid 
Einzdstrang 

967-986/107M090 [Science 258. 1650-1654 (1992)] 



5' CTC.CAC.CTC.CTCATrrGCATC.CTr.CTTrCA.GTr.CTr^^^^ 3' 
Sonde MRPS5 



Seqoenzlange: 
Art der Sequeor 
Strangfoim: 
Topologie: 
Position: 



35 

Desoxyribonadeotid 

Hinzelstrang 

linear 

751-770 [Science 258, 1650-1654 (1992)] 



5'-FITC 



CTA.GTC.TrG.GCG.CAT.TCC.TrC.rrC.CAG.TrCTTTAC 3' 
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Beispid 2 

Qixantitatives PCR-ELISA zur Messung von humanen Prothrombin singie-copy Gen-Sequenzen zur 
molekularbioiogischen Bestimmung kleiner Zellzahlen 

5 

Probenvorbercitung 

Zur DurchfQhning des erfindungsgemilBen Nachwetsverf afarens muS die nachzuweisende genonxische DNA 
in for in-vitro-ReaktioQen geeigneter Form voriiegen. Dazu wird die zu untersuchende Prob« auf jeweils 
bekannte Weise aufgeschiossen sowie die DNA in mdglicfast intakter Form isoliert und in H2O gel6st 10 

ErfindungsgeniaBe Amplifiicatioa mictels Competitiver PGR 

Pro 50-(il-Ansatz: 

15 

- 100 ng Primer HUMTHBl-Biotin 

- 100 ng Primer HUMTHB2 

— 5 111 Competitor-Fragment (10"* 10"^ mol) 

- 8 jil dNTP Mbc (Promega. Pharmacia): i2S \il dATP, dCTP, dGTP, dUTP einer 100 mmo!/l Stock-Ldsung, 
verdGnnt auf 1000 \il mit H2O 20 

- 5 ^il PCR-Puffer, 10 x cona (Peridn-Ehner): 100 mmoI/1 Tris/HCa. 500 mmol/l KCl, 15 mmol/l MgQjp 
Oi)l% (w/v) Gelatine; autoklaviert; pH 83 (25*C) 

- 0^ U Uracil DNA-Glycosjiase 

— ca. 50 ng genomische DNA 

— 15 U AmpUTaq Polymerase (Perkin-Elmer) 

— Amplirikationsprogramm(GeneAmp 9600-ThermocycIer (Perkin-EImcr)): 
Initiale Inkubadon 15 mia 37**C 

Denaturienmg 10 min, 94^C; Halten bei 72^C(an dieser Stelie Zugabe von Competitor und Polymerase!) 
40Z^en(45sec94*»C;30sec56'*Ql min72*C) 
Finale Elongadon 10 min, 72**C 

— LSnge beider Amplifikationsprodukte: 460 Basenpaare. 

Die PCR-Produkte werden 1 : 100- 1 : 500 mit PBS/ai% TVeen verdOnnt, pro Kavitat werden 100 pipet- 
tiert Die weiteren Schritte erfolgen analog Beispiel 1 mit Ausnahmc Verwendung der Sonde THBSONDl 
gleicher Konzentration. Mittels Hha I gesdmitten werden in diesem Fall selektiv die Competitor-Sonde-Hyfori- 
de. 

Abb. 5 zeigt am Beispiel Quantifizierung emer humanen single-copy Gen-Sequenz des ProthrombinGeos zur 
molekularbblogischen Bestimmung kleiner Zellzahlen (Ausfnhrungsvariante 2, Beispiel 2) eine experimentell 
durchgefuhrte compedtive Titrationsanalyse. 

ca. 40 ng gcreinigte HeU-DNA wurden simultan mit (1) 46032, (2) 23016, (3) 9206, (4) 4603, (5) 3069, (6) 1841, (7) 
921, (8) 460 und (9) 184 MolekQlen Competitor, der eine idendsche Lange im Vergleich zum Target-Produkt 
aufweist und sich in der Sequenz nur um einen G—^ Austausch in Position 429 unterscheidet ampiifiziert 15 |il 
eines jeden PCR-Ansatzes wurden nachfolgend 1 Std bei 37*'C mit 10 U Hha I verdaut, das Enzym wurde 
anschlieBend 10 min. bei 65''C inaktiviert iJ5 ^1-Aliquote der verdauten DNA wurden im 6%-Potyacrytamid-Gel 
aufgetrennt und mittels Silberfcbung sk:htbar gemacht Unverdautes Fragment (Target-DNA): 460 bp, verdau- 
tes Fragment (Competitor-DNA): 428 bp; T « separat amplifizierte Target-DNA, C -= separat amplifizierte 
Competitor-DNA,M « Marker (100 bp-LeiterX 

In Abb. 6 ist die Reproduzierbarkeit des Prothrombin PCR-EIiSAs in Abhangigkeit von der PCRProdukt 
VerdQnnung vor Immobilisierung an der Mikrotiterplatte dargestellL Die analysierten PCR-Prxxiukte sind 
identisch mit den in Abb. 5 elektrophoretisch aufgetrennten Fragmenten. 
Die Zellzahlberechnung erfolgte unter Verwendung folgender Formel: 

Zellzahl pro Ansatz « Initiale Zahl Prothrombin-Gen Fragmente: 2 (Allele pro Zelle) Die Datenanalyse lieferte 
for die zwei durchgefOhrten Experimente folgende Werte: 

Berechnung mittels linearer Regression: 371 Zellen (1 ; 500 verd)^ 331 Zellen (1 : 200 verd) pro Ansatz Berech- 
nungausdenEmzcIwertcn:357 ± 156ZelIeQ/Ansatz(l :500X351 ± 154Zellen/Ansatz(l :200verd) 
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SequeozprotokoUe 

Primer HUMTHBl (exitspridxt Ftinier F oboe EoolU-Klcmientngsstel^ 
Schimrachftr, Maix (Eds.X PCR Topics, Spriogcr-Volag 6edxD» 1991, S.99-102) 

Seqaenziinge: 20 Basen 

Art der Sequenz: DesaxyriboQucleodd 

StZdZlgfonni Ftnwlctrati^ 

Tqx)!ogte: fapar 

Position: 26278-26297 [Ckne 95 (2), 253-260 (1990)] 

5VBI0T1N CTG.GGC.TAT.GAG.CTA.TGC.TC 3' 

Primer HUMTHB2 (entspricfat Primer G ohne Pstl-Kkmieruiigssteile und A£C-Aastausdi in Position 
26722, MAIN ct aL, In: Rolfe, Schumacher, Maix (Eds.), PCR Topics, Springcr-Vcriag Berlin, 1991, 
S.99.102) 



Seqaenzlange: 20 J 

ArtderSequenr DesooQTibomicleotid 

Stzangfons: Einzdstiss^ 

Topdlogte: linear 

Position: 26718-26737 [Gene 95 (2), 253-260 (1990)] 
y ATAATT.CTr.TCA.CGG.GAT.TG 3* 

Mutaxionsprimer THB2H1IA zur HersteQuz^ des Competitor-DNA FEagmessts mit (+)-Pnmer 
HUKflHBl 

Sequenziange: 35 Basen 

ArtderScqQCQz: Desao^'ribomideotid 

Straxigfonn: Emzelsttang 

Tq)ologie: linear 

Postica: 26718-26737 [Gene 95 (2X 253-260 (1990)] 

5* ATAATr.CTr.TCA.CGG.GAT.TGG.TrC.CAG.GAG.CGCAG 

TOBSONDl 

Sequenzlange: 24Basai 

Alt der Sequenz: Desoo^riboancleadd 

Stzang£bnxi: Hinzelstrang 

Tc^>oIpgie: Krygtr 

Position; 26694-26717 [Gene 95 OX 253-260 (1990)] 

5'-FITC GrT.CCAGGAGCG.CAGAATATGAGT 3' 
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Beispiei3 

Qualitatives PCR-ELISA zur Isotypisienmg der huxnanen Apolipoprotein £-AJIele E2, E3 und E4 

Probenvorbereitung 5 

Zur DurchfQhnmg des erfrndungsgemaBen Nachweisverfafarens muB die nacfazuweisende genomische DNA 
in fur in-vitro-Reaktionen geeigneter Fonn vorliegea Dazu wird die zu untersuchende Probe auf jewetis 
bekannte Weise aufgeschiossen sowie die DNA in mdglichst intakter Form isoiiert und in H2O geldst 

to 

ErfindungsgemaBe AmpliRkadon mitteis PCR 

Pro50-^l-AnsaU: 

— 100 ng Primer Primer F6-Biotin 15 

— 100 ng Primer Primer F4 

— 8 jil dNTP Mix (Promega, Pharmacia): 1 25 jii dATP. dCTP, dGTP. dUTP eincr 1 00 mmol/1 Stock-Lftsung. 
verdOnnt auf 1000 ^1 mit H2O 

— 5 jil PCR-Puffer, 10 x cone. (Perkin-EImer): 100 mmoI/1 Tris/HO. 500 mmol/I KCl, 15 mmol/l MgOi. 
0.01% (w/v) Gelatine; autoklaviert; pH 83 (25*C) 20 

— 0.2 U Uracil DNA-Glycosylase 

— 50— 100 ng genomische DNA 

— 15 U ArapbTaq Polymerase (Perkin-Elmer) 

— Amplifikationsprogramm (GeneAmp 9600-Thermocycler (Peridn-Elmer)): 

Imtiaie Inkubation 15 min, 37^C 25 

Denaturierung 10 min, C; Halten bei 72° C (an dieser Stelle Zugabe der Polymerase !) 
40 Zyklen (45 sec 94*0,45 sec 60*0, 1 minZrC) 
Finale Elongadon 10 min, 72** C 

— Linge der Amplifikadonsprodukte: 245 Basenpaare. 



30 



Die zu analysierenden Amplifikationsprcxlukte werden auch in diesem Beispiel je nach erreichter Amplifika- 
tionseffizienz mit PBS/0.1% Tween verdOnnt, pro Kavit^t werden wiederum 100 ^1 verdunntes Produkt einge- 
setzt Die weiteren Detektionsschritte erfolgen analog Beispiel 1, mit Ausnahme Verwendung der beiden as 
Sonden S112ARG und S158ARG. Aus Tabelle 1 ist ersichtlich, welche Sonden-Target-Hyforide bei webher 
AUei-Kombination mit dem auch bei diesem Beispiel eingesetzten Restrikdonsenzym Hha I geschnitten werdea 
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Tabellel 

Unterschetdung von ApoE-Alleien nach der Intensitat der nacfa Hha I-Restriktionsveniaa erfaaltenen Signale 



Alld-Kombinatioa 


Soode 


Restciktioiisveidaa out 


adsobiertes Signal nach 






Hhal/Cfblmfiglicfa 


VenlaQ[%1 


m 


S112ARG 


nem 


100 


(112CYS/158CYS) 


SIS8ARG 


tt^m 


100 


3/3 


S112ARG 


nein 


100 


(112CYS/158ARG) 


SIS8ARG 


100% 


0 


4/4 


SI12ARG 


100% 


0 


(112ARG/158ARG) 


S1S8ARG 


100% 


0 


4/2 


S112ARG 


50% 


50 


(112CYS^G/ 


S1S8ARG 


50% 


50 


158CYSJVRG) 








4/3 


S112ARG 


50% 


50 


(112CYS^G/ 


S1S8ARG 


100% 


0 


158ARG) 








3/2 


SI12ARG 


netn 


100 


(112CYS/ 


S1S8ARG 


50% 


50 


158CYS^G) 
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SequenzprotokoUe 

Sequcozprotokolie 

Primer F6 (END ct al^ Gaxomics 3, 373-379 (1988)) 

Sequeazlinge: 24 Basen 

Alt dcr Sequenr Desoxyiibonucleodd 
StraDgfono: Einzdstraog 
Topolpgie: lixiear 

Position; 3868-3884 [Genomics 3, 373-379 (1988)] 

5'-BI0TIN TAA.G<rr.TGG.CAC.GGC.TGT.CCAAGG 3' 

Primer F4 (EMI et aL, Genomics 3, 373-379 (198S)) 

Sequenzlange: 20 Basen 

Alt der Sequenr Desoxyribonucleotid 

Strang&nn: Fin/risUang 

Topol<^e: linear 

Position: 4081-4095 [GcnOTiics 3, 373-379 (1988)1 

5' ACA.QAA.TrC.GCC.CCG.GCCTGG.TACAC 3* 
Sonde SI 12ARG 

Sequenzlange: 24 Basen 

Art dcr Sequenr Desoxyribonucleotid 

Strasgfoixn: Einzelstxang 

Topdogie: linear 

Position: 408 1-4095 [Goxomics 3, 373-379 (1988)] 

5'-FITC CCA.GGC.GGC.CGC.GC:A.CGT.C(rr.CCA 3' 
Sonde S158ARG 

Sequenzlange: 24 Basen 

Art der Sequenr Desoxyribonudeotid 

Stiangform: Emzelstiang 

Topologie: linear 

Position: 4081^5 [Genomics 3, 373-379 (1988)] 

5'-FITC ACA.CTG.CCA.GGC.GCT.TCT.GCA.GGT 3' 
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Patentansprucfae 

1. Verfahren zur Messung qualitativer und quandtativer KonzentradonsveriiSltiusse zweier sich in der 
Sequenz um mindestens ein Nucleotid unterscheklender Nucleins&uren, welche durch PCR-Amplifizierung, 
Klonierung oder andere Vervielf^tigungstechniken hergestellt werden, wobei je ein DNA-Strang eines 
jeden nachzuweisenden DNA-Fragmentes entweder w2hrend der VervielfaJtigimg oder nachtrdglich che- 
misch mcxlifiziert oder mit etnem Hapten marldert wird, Qber diese Modizxening nachfolgend die Adsorp- 
tion der Fragznente an eine geeignete aktive Festphase erf oigt tmd der nicht marlderte Schwestemstrang 
mitteis alkalischer Denaturiening entf ernt wird* dadurch gekennzdchnet; daB die Anhybridisierung einer 
komplementdren* bevorzugt S'-mariderten, einzelstr&ngigen DNA-Sonde erfolgt, deren Sequenz so ge- 
wfihlt wirdr daB diese an beide zu unterscbeidenden NucieinsaurestrSnge spezifiscfa bindet» wobei nach 
erfolgter Hybridisiening ausschiieBlich bei voUstSndiger Komplementarit&t der Sonde ein pardeller DNA- 
Doppelstrang entsteht, welcher nunmehr eine Fragment-speziFische Erkennungssequenz aufweist die vor- 
zugsweise unter Einsatz eines die Sequenz erkennenden Restrikdonsenzyms im Bereidi der Doppelstrang- 
Region selektiv hydrolysiert wird, wobei gleichzeidg ein Ten der die Maiiderung tragenden Sonde abge- 
spalten wird, wahrend das unvoUstindig hybridisierte Fragment keinem soichem Restrikdonsverdau unter- 
Uegt und die Sondenmariderung weiterhin an der f esten Phase iimnobilisiert verbleibt 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB die erfmdungsgem^ DNA-Sonde an der 
Festphase immobilisiert ist und keine Markierung trflgt, wihrend die zu unterscbeidenden NucleinsSuren 
bevorzugt am 5'-Ende nichtradioakdv markiert sind und selektiver Restrikdonsverdau nur bei voDstfindiger 
Sondenhybridisiening unter gleichzeidger Abspaltung eines Teiles der die Markierung tragenden Analyt- 
nucleinsfture erfolgt 

3. Verfahren gem§B Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB zwei in einem Teil der Sequenz 
&hniiche, sich in der Lange aber wesentiich unterscheidende Fragmente so detekdert werden, daB etne 
Sonde konstniiert wird, welche zu mindestens 50% ihrer Lange in einem fixr bekie Fragmente spezifischen, 
in der Nucleoddsequenz identischen Homologiebereich hybridisiert, wobei nur am Ungeren Fragment 
vollstindige Sondenhybridisierung erzieh wird und nur dieses Fragment betreffend ein seiekdver Restrik- 
donsverdau mit resulderender Abspaltung der Sondenmarkierung erfolgt 

4. Verfahren gem&B Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeidmet daB beide zu unterscbeidenden Nudein- 
s&uren eine identische Zahl von Nudeodden aufweisen, sich aber in der Sequenz um mindestens ein 
Nudeotid in beliebiger Posidon mit Ausnahme der Primerbindungsstellen unterscheiden und eme Sonde 
konstniiert wird, die nur einer entweder physioiogisch oder gezielt muderten Analytnudeins&ure voUstAn- 
dig komplementar ist und nach spezifischer Hybridisierong an die zu analysierenden Nudeinsauren folgiich 
nur das muderte Fragment einem selekdven Restriktionsverdau unterliegt, wobei der die Mariderung 
tragende Teil der Sonde oder gem2B Anspruch 2 der markierte TeO der muderten Nudeinsiure abgespal- 
tenwird. 

5. Verfahren gem&fi Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet daB nach erfolgter Sondenhybridisierung nidit 
die muderte sondem die Target-Nucleinsaure eine selektive Restriktionsschnittstelle aufweist 

6. Verfahren nach emem der AnsprQche 1 —5, dadurch gekennzeichnet daB die Unterscheidung von Shnli- 
chen Mudeinsauren durchgefOhrt wird, die in bevorzugter Weise Produkte speaHscfa vervieif&ltigter ge- 
nomischer DKA-Abschnitte — beispielsweise muderter Abscfanitte von in der Sequenz variierender Allele 
eines Strukturgens — sind und sich in ihrer Sequenz um mindestens ein Nudeotid unterscheiden, wobei sich 
die zu analysierenden Nudeinsauren um ein oder mehrere Basenaustausche unterscheiden kdnnen sowie 
zur Analyse mehrerer raumlich abgegrenzter Mutadonen in der amplifizierten Analytnucleinsfture die 
Anzahl der erforderiichen DNA-Sonden abhingig von der Entfemung der zu detekderenden Basenverdn* 
derungen sowie der Anzahl der zu unterscbeidenden Mutadonen ist 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 —6, dadurch gekennzeichnet daB alie zugesetzten Compedtoren 
sowie alle amplifizierten und zu analysierenden Nudeinsauren in einem dem erfindungsgem^Ben Verfahren 
vorhergehenden Schritt so in ihrer Basensequenz verandert werden, daB aUe dT-Nucleotkie durtdi dU-Nu- 
deotide ersetzt werdea 

8. Verfahren nach einem der Ansprilche 1—7, dadurch gekennzeichnet daB in einer bevorzugten Form der 
Ausgestaltung solche markierten Sonden und ggf. Compedtoren eingesetzt werden, die eine Fragment-Un- 
terscheidung mit Restrikdonsendonudeasen erlauben^die keine Fremdakdvitfit aufweben, kerne DNA-Ein- 
zelstrange schneiden und vorzugsweise G- und C-Nucleodde in der Erkennungssequenz enthalten. 

9. Testldt zur Bestimmung von KonzentrationsverhSltnissen zweier sich um mindestens ein Nudeodd 
unterscheidender Nudeinsauren, enthaltend einen Satz von Oligonucleodden gemiB einem der AnsprCtche 
1 —8, spezielle Mikrodterplatten sowie em zugehdriges Restrikdonsenzym. 



Hierzu 6 Seite(n) Zeichnungen 
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Abb.l: Competitive PCR-Amplifiziening von 

Ziel-DNA und semi-homologem Competitor 
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Abb.2: 



Competitive PCR-Amplifiziening von 
Ziei-DNA und homologem Competitor 
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m-vitn>-Reakdonen geeigneter Form vorliegea Dazu wird die zo untersuchende Probe auf bekannte Weise 
aufgeschiossen, die mRN A oder Total-RNA isoliert und mittels reverscr Transcriptase in cDN A umgeschriebea 

ErfindungsgemfiBe Amplifilcation mittels Competitiver PGR 

Pro 50-^i-Ansatz: 

— 100 ng(+) Primer MRP3-Biotin 

— 100 ng(-) Primer MRP4 

— 2 nl kalibnertes Competitor-Fragment (1-1462 x 10"*^' mol) 

— 8 III dNTP-Mix (Promega» Pharmacia): 1Z5 ^1 dATP, dCTP, dGTP, dUTP einer 100 mmoI/1 Stock-L5- 
stmg. verdOnnt auf 1000 \ti mit H2O 

— 5 nl PCR-Puffer, 10 x cona (Perldn-Elmcr): lOOmmol/I Tris/HCl, 500 mmol/1 KO. 15 mmol/1 MgOa, 
0i)l% (w/v) Gelatine; autoWavicn; pH a3(25'C) 

— 02 U Uracil DNA-Glycosylase (Boehringer, Mannheim) 

— 50 ng revers transcribierte RN A 

— 15 UAmpliTaq Polymerase (Peridn-Elmer) 

— Amplifikationsprogramm (G«neAmp 9600-Thermocyder (Perkm-Elmer)): 
Initiale Inkubation 15 min, 37^C 

Denaturienmg 10 min, 94" C; Halten bei 72*C (an dieser Stelle Zugabe von Competitor und PolymeraseO 
35Zyklen(30sec94*»Q30sec53'C;i min72*Q 
Fmale Elongation 10 min, 72''C 

— LSnge des amplifizierten Target-Fragmentes: 344 Basenpaare, LSnge des ampiifizierten Competitor- 
Fragmentes: 256 Basenpaare. 

Materialien 

— Mikrotiterplatten, Streptavidin-beschichtet (z. B. Nunc Maxisorp) 

— Sonde: MRPS5, 5' FTTC-markiert 100% Hybridisierung am Target-Amplifikationsprodukt Hybridisie- 
rung Qber 19 bp am Competitor-Amplifikatbnsprodukt 

— Schattelinkubator fur Mikrotiterplatten (37*" C) 

— Denley Well-Wash Mikrotiterplattenwascher 

— Anthos2001-Mikrodterplattenreader. 

Amplifikatvorbehandlung 

Verdunnungspuffer: PBS/0. 1 % Tween 20 (1 mmol/1 NaH2P04, 14 mmoI/1 Na2HPG4, 140 mmoI/1 NaQ; pH 7.4. 
0.1%(v/v)Tween20) 

— PCR-Ansttze 1 : 2000 mit PBS/0. 1% Tween verdOnnen. 

Amplifikatimmobilisierung(Abb. 1 Schritt 1) 
Waschpuffer: PBS/1% Tween 20; pH 7.4 

— 100 jil verdtinntes Amplifikat pro Kavitit 1 Std. bei 37**C immobilisieren. 
-3 X mit je 300^1 Waschpuffer (PBS/1% Tween 20) waschen. 

Blocken der Kavitaten 

Blockl6sung: PBS/2% Tween 20 

— Kavitaten 30 min mit jeweils 200 \il PBS/2% Tween 20 bei Raumtempcratur blocken. 

— 3 X mitje300(il Waschpuffer(PBS/l%Tween20)waschen. 

Alkaiische Denaturienmg (Abb. 1 Schritt 2) 
Denaturierungsl6sung: 0.1 mol/1 NaOH/ 03 mol/l NaQ 

— mit jeweils 100 ^1 Denaturierungsldsung 10 min bei Raumtemperatur denaturieren. 

— 3 X mit je 300 ^il Waschpuffer (PBS/1 % Tween 20) waschea 

Hybridisienmg(Abb. 1 Schritt 3) 
Hybridisicrungsl5sung: 1 x SSPE (150 mmol/l NaO, a5 mmoI/1 Na2HP04, 2 mmoI/1 EDTA; pH 7A\ 0l25% 
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hybridised analyte 
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given for the cyclone sequencing procedure of R. M. K. Dale 
which is totally independent of restriction sites in the 
insert. Single- stranded M13 DNA is hybridized to an 
oligomer that spans a restriction site of the 

polylinker, generating a region of double- stranded DNA. This 
region is digested with the appropriate enzyme, linearizing the phage, and 
then the 3'.fwdarw.5' exonuclease activity of T4 DNA polymerase is used to 
digest through the insert. The 3' end is then homopolymer tailed with 
terminal transferase, and the original oligomer, which has a 3' end 
complementary to the homopolymer tail, is reannealed across the 
restriction site and the homopolymer tail. After ligation the DNA is used 
to transform competent cells and the resulting plaques picked at random 
for screening. 
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AB A method for qual . or quant, detn. of concn. ratios of two similar nucleic 
acids is described. The method comprises (1) immobilization of both 
target nucleic acids; (2) alk. denaturation of the target nucleic acids; 

(3) hybridization of the resulting single -stranded 

nucleic acids with nonradioactive but labeled probes, which bind 
specifically to both targets but are only 'completely complementary to one, 
in which case a restriction site is created; 

(4) digestion with a restriction enzyme; and (5) fluorometric or 
colorimetric detn. of marker retained on the solid phase. Quant. 
PCR-ELISA detn. of multidrug resistance protein mRNA or human prothrombin 
gene sequences and qual. PCR-ELISA isotyping of human apolipoprotein E 
alleles was demonstrated. 



